ERK干扰质粒的构建及对胃癌细胞株BGC823 DcR3表达的影响 by 范鑫 et al.
免疫学杂志 2010 年 12 月 第 26 卷 第 12 期 IMMUNOLOGICAL JOURNAL Vol. 26 No. 12 Dec. 2010
细胞外信号调节激酶（Extracellular-signal-reg－
ulated kinase 1/2，ERK1/2，p44/p42）是有丝分裂原活
化 蛋 白 激 酶 （mitogen -activated protein kinase，
MAPK）家族的重要成员。两者广泛地存在于人体各
类细胞中。通过 Ras/Raf/MAPKKK/MAPKK/MAPK/
ERK 通路，Ras 等基因受刺激后，活化 MAPK、ERK1/
2 等通路，促进细胞的增殖、分化。ERK1/2 经磷酸化
活化后可通过调节细胞周期蛋白 D1 的表达，调节表
皮生长因子在细胞周期 G1 期或 S 期的细胞增殖[1]；
各种生长因子如：血小板生长因子（Platelet-derived
growth factor，PDGF）、神经生长因子 （nerves growth
factor，NGF）和血清、酪氨酸受体激酶、和 G 蛋白配
对受体也能使 ERK1/2 的表达上调[2]。ERK1/2 通路







超家族成员，它能竞争性地与 LIGHT 及 FasL 结合
并抑制其介导的凋亡。研究发现 DcR3 在多种肿瘤
细胞和某些自身免疫病中高度表达, 并且肿瘤切除
术后患者血清 DcR3 水平显著降低，Shen 等 [10]检测
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[摘 要] 目的 探讨胃癌发展的分子机制，通过构建 ERK1/2 shRNA 真核表达载体，体外研究其对人胃癌细胞株 BGC823
ERK1/2 蛋白及 DcR3 表达水平的影响。方法 应用 PRNAT-U6.1/Neo 载体构建 ERK1/2 基因 shRNA 重组质粒，经脂质体法导入
BGC823 细胞中，分别设置对照组、干扰组和 U0126 抑制剂组。Western blot 法检测转染后 BGC823 细胞及抑制剂使用后 ERK1/2
蛋白的表达变化，荧光显微镜检测质粒自带 GFP 基因的表达情况确认转染效率，ELISA 法检测各组细胞上清中 DcR3 分泌蛋白
的表达特点。结果 成功构建 ERK1/2 基因 shRNA 重组质粒。证明了 ERK1/2 蛋白的表达与 DcR3 的分泌水平在 BGC823 细胞
株中呈正相关。结论 ERK1/2 干扰质粒明显降低 BGC823 细胞的 ERK1/2 蛋白表达水平，ERK 信号通路对 DcR3 的分泌具有重
要调控作用，为其下游调控机制的研究奠定了基础。
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[Abstract] To evaluate the molecular mechanism of gastric cancer, we constructed an ERK1/2 shRNA expression vector, and
studied its effects on ERK1/2 protein and expression character of DcR3 in gastric cancer cell line BGC823 in vitro. We constructed
ERK1/2 shRNA recombinant plasmid with PRNAT-U6.1/Neo vector, and then transfected the plasmid into BGC823 cells with lipo－
some. Then three groups were assessed: blank control group, interference group, U0126 inhibitor group. Protein expressions of ERK1/2
in the three groups were detected by Western blot analysis; the expression of GFP was identified by Fluorescent microscope to observe
the efficiency of transfection; the expression of DcR3 protein in BGC823 culture supernatant was examined by ELISA. We found that
the expression levels of ERK1/2 protein were positively related with expression character of DcR3 in BGC823 cell line. All these re－
sults show that the protein expression levels of ERK1/2 are significantly down-regulated by ERK1/2 shRNA recombinant plasmid.
Furthermore, ERK signaling pathway plays an important role in regulating expression levels of DcR3, which could promote the study of
downstream regulating mechanism.
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48 例病理学确诊的原发性肝癌组织及癌旁组织
DcR3 mRNA 的表达，结果发现肝癌组织中 DcR3
mRNA 阳性表达率为 60.4%，癌旁组织无阳性表达，
其表达与肿瘤大小、临床分期、肿瘤浸润和转移有关
（P<0.05）。Kim 等[11] 发现在 LPS 刺激下，人肠上皮细
胞株 SW480、SW620 和 HT29 能选择性释放可溶性
DcR3，并且，所有细胞优先表达 Toll-like receptor 4
（TLR-4）。LPS 体外诱导 DcR3 释放好像是通过激活
MAPK /ERK1/2，激活 JNK、NF-κB 实现。
为了明确 ERK1/2 以及 DcR3 分子在胃癌中的
发生发展关系，本实验通过构建 ERK 干扰质粒和应




1.1 质粒、菌株和细胞 SiRNA 载体 PRNAT-U6.1/
Neo 购自 Genescript 公司，E.coli Top10 菌株本室保
存，人胃癌 BGC823 细胞株由厦门大学医学院抗癌
研究中心保存。
1.2 工具酶、转染试剂及其他 T4 DNA Ligase 购自
Fermentas 公 司 ，BamH Ⅰ ，Hind Ⅲ 内 切 酶 ，DNA
Marker，Ex Taq 均购自 TaKaRa 公司，PCR 产物及回
收试剂盒购自 Omega 公司，PCR 引物合成由上海
Sangon 完成。质粒测序由上海英骏公司完成，质粒中
提 试 剂 盒 购 自 上 海 Sangon 公 司。 FuGENG HD
Transfection Reagent 购自 Roche 公 司 ，Lipfectamine
2000 购 自 InVitrogen 公 司 ，Human DCR3 Platinum
ELISA 定量试剂盒购自 Bender 公司，U0126 抑制剂
购自 Sigma 公司，P-ERK、ERK、β-actin 抗体均购自
Santa Cruz 公司，Amicon Ultra 超滤管购自 Millipore
公司。
1.3 PRNAT-U6.1/Neo-ERK1/2 干扰质粒的构建与
鉴定 登陆 GenBank 查找并获取人源性 ERK1、ERK2
基因序列。利用 DNAssist 软件分析 ERK1 与 ERK2
编码区序列（ORF），分别为 1140 bp 和 1 083 bp。选
用 Genscript 公司载体设计软件 SiRNA target finder
分别从 ERK1、ERK2 的 ORF 中选择评分最高的靶
序 列 位 点 3 处 ， 分 别 命 名 为 ERK1 ONE: GACT
CGCG TGGC CATC AAG; ERK1 TWO: CGGA TCAC
AGTC GAGG AAG；ERK1 THREE:ACGG ATCA
CAGT GGAG GAA; ERK2 ONE: GCAC CATT CAAG
TTCG ACA; ERK2 TWO: CCTC TCGT ACAT CGGC
GAG; ERK2 THREE: GGTG CCAT GGAA CAGG




鉴定引物。以 ERK1 ONE 为例，其中 P1 为 PRNAT-
U6.1/Neo: 5'-CAGT ATCT GCT CCCT GCTT-3'。P2
则为上述各靶序列的反向互补序列。确认无误后合
成构建。单链 DNA 经变性，退火形成双链 DNA 片
段，与经过 BamHⅠ、HindⅢ双酶切后的 PRNAT-
U6.1/Neo 质粒连接，连接产物转化 Top10 感受态菌
种，LB 平板挑取单菌落阳性筛选。PCR 反应体系为：
ddw 38 μl、10×PCR buffer 5 μl、dNTP Mixture 5 μl、
模板 DNA 2.5 ng、P1 0.5 μl、P2 0.5 μl。循环参数为：
94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，45 ℃退火 1.5




1.4.1 细胞培养 人肾上皮细胞系 293T，人胃癌细胞
系 BGC823 用含有 15%小牛血清及青霉素和链霉素
各 100 U/ml 的 DMEM 培养液于 37 ℃、5 %CO2 条
件下培养,隔日传代。取对数生长期细胞进行实验。
1.4.2 293T 细胞转染 待 293T 细胞在六孔板中融合
度达 90%左右时，Lipofectamine2000 转染各组质粒，
每孔质粒 4 μg，每孔使用 Lipofectamine2000 体积
10 μl。实验组分为：ERK1 ONE 干扰组、ERK1 TWO
干扰组、ERK1 THREE 干扰组、ERK1 对照组；ERK2
ONE 干扰组、ERK2 TWO 干扰组、ERK2 THREE 干
扰组、ERK2 对照组。48～72 h 检测转染及干扰效率，
筛选最有效干扰组。
1.4.3 BGC823 细胞转染 待 BGC823 细胞融合度达
到 70%左右时，用 FuGENE HD Transfection Reagent
转染六组 BGC823 细胞。FuGENE HD（μl）与 DNA
（μg） 比例选用 5∶2、6∶2 及对照组转染：即分为：
ERK1 5∶2 干扰组、ERK1 6∶2 干扰组、ERK1 对照
组；ERK2 5∶2 干扰组、ERK2 6∶2 干扰组、ERK2
对照组。48 h 荧光显微镜观察转染效率，Western blot
检测相关蛋白表达。
1.5 ERK 抑制剂 U0126 与细菌脂多糖 LPS 的应
用 根据前期预实验确定 U0126 分为 5 个剂量组：
0、2、5、10、20 μmol/L，LPS 刺 激 剂 浓 度 为 50 ng/ml
（抑制剂作用 30 min 再加入 LPS）。24 h 后收集细胞
Western blot 检测，同时收集细胞上清检测 DcR3 蛋
白表达。
1.6 Western blot 法检测细胞内 ERK 蛋白表达 依
据 1.4 及 1.5 的方法将各组细胞收集裂解提取蛋白，
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样品经 12%SDS-PAGE 电泳分离后，湿转至 PVDF
膜上，用含 5%脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 2 h，洗
膜、孵育一抗（ERK1、ERK2、P-ERK1/2）过夜，TBST
洗膜 3 次，室温下孵育二抗（1:3000）1 h。同上洗膜 3
次，ECL 发光化学检测。
1.7 ELISA 定量试剂盒检测 DCR3 蛋白表达 收集
细胞上清离心，弃去细胞碎片，应用 Millipore 超滤管
以 4 000 g 离心力 45 min 浓缩细胞上清至 50 μl。使
用 Human DcR3 Platinum ELISA 试剂盒，依照说明
书绘制标准曲线并检测样品浓度。
2 结果
2.1 干扰质粒阳性克隆鉴定 利用上述合成 ERKI
ONE、ERK1 TWO 等下游鉴定引物 P2 及共有上游鉴
定引物 P1，并在六块琼脂板上分别挑取 3 个阳性克
隆进行 PCR 扩增。琼脂糖凝胶电泳检测可见在
500~600 bp 处均有扩增带，阳性率为 100%，与预期
条带（578 bp）相符。将阳性鉴定克隆测序，并将正确的
重组质粒命名为 PRNAT-U6.1/Neo-ERK1/2（图 1）。
2.2 293T 和 BGC823 细胞培养及转染 图 2 示 293T
细胞转染 PRNAT-U6.1/Neo-ERK 效果图（InVitro－
gen），转染比例为 4 μg∶10 μl（质粒：脂质体）;图 3
示 BGC823 细 胞 转 染 PRNAT -U6.1/Neo 效 果 图
（Roche），转染比例为 6 μl∶2 μg（脂质体：质粒）。对
比正常光镜下，两组细胞均有绿色荧光蛋白表达，且
293T 细胞的转染效率略高于 BGC823（图 2、图 3）。
2.3 Western blot 检测最有效干扰质粒 如图 4 所
示 ，ERK1 干 扰 质 粒 one、two、three 转 染 人 肾 上 皮
293T 细胞后与 ERK1 空白对照组相比，可见 ERK1
干扰质粒对应的蛋白表达量均有下降，以 ERK1
ONE 干扰质粒最为显著；同样可见 ERK2 干扰质粒
以 ERK2 THREE 最为明显，故干扰胃癌 BGC823 细胞
株分别选用 ERK1 ONE、ERK2 THREE 质粒（图 4）。
2.4 Western blot 检测干扰组、抑制剂组 BGC823
细胞中 ERK1/2 的表达 如图 5 所示，与空白对照
组相比，转染 ERK1/2（ERK1 ONE、ERK2 THREE）干
扰质粒的 BGC823 细胞的 ERK1/2 的表达量均有下
降，且在以 6:2 转染比例时干扰效果最佳；如图 6 所
示 ERK1/2 抑制剂 U0126 能够明显抑制 P-ERK1/2
蛋白的表达，并且随着药物浓度的增加，蛋白表达量
逐渐下降，两者呈现负相关（图 5、图 6）。
1 -18) bacterial colony; M) DNA marker; PC) positive control;
NC1) absence of downstream; NC2) blank control.
图 1 干扰质粒的阳性克隆鉴定
Fig 1 Analysis of RNAi plasmid
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M PC NC1NC2





a) normal 293T(×100); b) 293T after transfection(×100); c) 293T
after transfection(×200).
图 2 荧光显微镜下 PRNAT-U6.1/Neo-ERK 转染 293T 细胞
Fig 2 293T cell observed by fluorescence after PRNAT-U6.1/
Neo-ERK transfection
a) normal 293T (×100); b) 293T after transfection (×100); c) 293T
after transfection(×200).
图 3 荧光显微镜下 PRNAT-U6.1/Neo-ERK 转染 BGC823 细胞
Fig 3 BGC823 cell observed by fluorescence after PRNAT-
U6.1/Neo-ERK transfection
1) ERK1/2 one interference plasmid; 2) ERK1/2 two interference
plasmid; 3) ERK1/2 three interference plasmid; 4) ERK1/2 control plas－
mid.
图 4 PRNAT-U6.1/Neo-ERK1/2 质粒筛选
Fig 4 Screening of PRNAT-U6.1/Neo-ERK1/2 plasmid
1 2 3 4
ERK1（44 000）
ERK2（42 000）
1) control group; 2) 5:2 (plasmid: reagent); 3) 6:2(plasmid: reagent).
图 5 ERK1/2 干扰质粒对 BGC823 细胞中 ERK1/2 蛋白表达
的影响
Fig 5 The expression of ERK1/2 protein in BGC823 after
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2.5 Elisa 检测干扰组、抑制剂组 DcR3 分泌蛋白表
达 （低剂量 LPS 刺激 DcR3 释放） 如图 7 所示，
ERK1/2 干扰组 BGC823 细胞上清 DcR3 蛋白表达
较对照组下降，其趋势与图 5 中 ERK 蛋白表达量相
符，结果证明了两者呈正相关；U0126 抑制剂组药物
浓度为 0、2、5、10 μmol/L 时 DcR3 蛋白表达与图 6
中 P-ERK 蛋白表达同样呈现下降趋势，亦说明了
















MEK1/2 的特异性抑制剂 U0126 阻断了 ERK1/2 的
功能。再通过 Western blot 和 ELISA 技术同时分析
了在胃癌细胞株中 ERK1/2 的表达与 DcR3 分泌的
相关性。并且还进一步的筛选了最适 ERK1/2 干扰
质粒转染 BGC823 细胞干扰 ERK1/2 的表达。在鉴定
成功干扰后，并给予了低剂量的 LPS 刺激，检测出了
ERK1/2 与 DcR3 分泌的变化及两者的相关性。
本实验的结果显示：在胃癌细胞株 BGC823 中，
ERK1/2 分子及 DcR3 分泌蛋白都处在较高表达水
平。并且 ERK1/2 分子的表达与 DcR3 蛋白呈正相
关。进一步阐明了胃癌细胞中 Ras/Raf/MAPKKK/
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的 FHR4 蛋白，并可特异识别天然状态下的 FHR4
蛋白；2 株可稳定分泌抗 FHR4 mAb 的杂交瘤细胞





和 mAbs 对 FHR4 具有很好的识别特性，因此，为进
一步研究 FHR4 的功能提供了必要的工具。
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